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Izvleéek: Rak pljuc je zelo razsirjena oblika raka z nizko stopnjo prezivetja. Ka-
jenje tobaka predstavlja glavni dejavnik tveganja za razvoj raka pljuc, saj v tobacnem
dimu najdemo veliko rakotvornih snovi. Nikotin, ki sicer ni opredeljen kot rakotvoren,
je glavna komponenta tobaka odgovorna za zasvojenost, poleg tega pa raziskave na-
kazujejo, da neodvisno od ostalih komponent tobaka v telesu sprozi razli¢ne ucinke,
ki vplivajo na razvoj in napredovanje raka. Kot agonist nikotinskih acetilholinskih
receptorjev (nAChR) nikotin spodbuja proliferacijo celic, preprecuje njihovo apoptozo,
ter igra pomembno vlogo pri pospeSevanju angiogeneze in zasevanju rakavih celic.
Antagonisti nAChR, ki bi zavirali proliferacijo rakavih celic ter spodbujali njihovo
apoptozo, predstavljajo velik terapevtski potencial. Trenutno je znanih le malo anta-
gonistov nAChR, pri katerih je bila protirakava u€inkovitost Ze raziskana, poleg tega
pa po vecini tudi niso dovolj selektivni ligandi za podvrste nAChR, ki se prekomerno
izrazajo v celicah pljucnega raka, zato je pricakovati Skodljive stranske ucinke. V
izogib slednjim, se i§¢e nacine za ciljano dostavo antagonista nAChR do rakavih
celic. Precej obetajo nanodostavni sistemi, ki omogocajo prednostni vnos aktivne
ucinkovine v celice raka. V naSem ¢lanku predstavljamo najnovejse dosezke razvoja
zdravil za zdravljenje plju¢nega raka na osnovi antagonstov nAChR, dostavljenih na
mesto delovanja s pomoc¢jo nanodelcev.

Kljuéne besede: agonist, antagonist, apoptoza, nAChR, nanodostavni sistem,
nikotin, plju¢ni rak

Abstract: Lung cancer is a widespread form of cancer with a low survival rate.
Tobacco smoking is a major risk factor for the development of lung cancer, as tobacco
smoke contains many carcinogens. Nicotine, which is not classified as a carcinogen, is
the main component of tobacco, responsible for addiction and recent research suggests
that nicotine, independent of other tobacco components, may contribute to the deve-
lopment and progression of cancer. Nicotine, as an agonist of nicotinic acetylcholine
receptors (nAChRs), promotes cell proliferation, prevents apoptosis, and has an im-
portant role in promoting angiogenesis and metastasis of cancer cells. The realisation
that nAChRs are involved in the development and progression of lung cancer has
raised the idea of using nAChR antagonists that would counteract the adverse effects
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of nicotine. Currently, there are only a few nAChR antagonists for which anticancer
efficacy has been investigated. Many of the known antagonists do not act selectively
on nAChR subtypes that are overexpressed in lung cancer cells. Nonselective nAChR
antagonists can cause adverse side effects by acting on nAChR subtypes expressed on
non-cancerous cells. In order to avoid such side effects, it is necessary to ensure that
a given antagonist acts predominantly on cancer cells. This can be achieved by using
nanodelivery systems that are preferentially uptaken by cancer cells. In this article, we
present the latest achievements in the development of drugs for the treatment of lung
cancer based on nAChR antagonists delivered to the site of action by nanoparticles.

Keywords: agonist, antagonist, apoptosis, lung cancer, nAChR, nanodelivery

system, nicotine

Uvod

Rak plju¢ spada med najpogosteje diagnos-
ticirane oblike raka. Odgovoren je za ve¢ kot 18
% vseh z rakom povezanih smrti (Bray in sod.
2018). Za posledicami pljucnega raka na svetu
letno zboli 2 milijona, umre pa 1.8 milijona ljudi
(Thandra in sod. 2021). Tudi v Sloveniji imamo
visoko stopnjo obolevnosti za rakom plju¢; letno
zboli ve¢ kot 1400 ljudi, incidenca obolenj pa v
zadnjih letih nara$¢a (Onkoloski institut Ljubljana
2022). Razlikujemo ve¢ histoloskih oblik pljuénega
raka, ki se v osnovi delijo na drobnoceli¢ni kar-
cinom pljuc (angl. small-cell lung carcinoma oz.
SCLC), ki predstavlja priblizno 20 % vseh rakov
plju¢, in nedrobnoceli¢ni karcinom plju¢ (angl.
non-small-cell lung carcinoma oz. NSCLC), ki
predstavlja 70-80 % vseh rakov plju¢. NSCLC
lahko razdelimo na ploscatoceli¢ni karcinom (25-
30 % vseh rakov pljuc), plju¢ni karcinom velikih
celic (10-15 % vseh rakov pljuc) in adenokarcinom
pljuc (priblizno 40 % vseh rakov pljuc), slednji je
od vseh oblik plju¢nega raka njegova najpogostejsa
oblika (Shiraishi in sod. 2012, Wang in Hu 2018).

Epidemioloske studije kazejo, da je kajenje
tobaka glavni etioloski dejavnik za razvoj velike
vecine oblik raka plju¢ (Schuller 2019), saj je
odgovorno za kar 90 % vseh primerov (Thandra
in sod. 2021). Tobacni dim vsebuje ve¢ kot
7000 razli¢nih kemikalij, od katerih jih je vec
kot 70 s strani Mednarodne agencije za razis-
kave raka (International Agency for Research
on Cancer — IARC) uvr$¢enih med rakotvorne
snovi (El-Bayoumy in Stoner 2022). V tobacnem
dimu najdemo Stevilne mutagene in rakotvorne

kemikalije, kot so aldehidi, policikli¢ni aromatski
ogljikovodiki in nitrozamini (derivati nikotina)
(Mao in sod. 2016). Konzumacija nikotina spet
naraséa zaradi vse vecje popularnosti uporabe
elektronskih cigaret (e-cigaret), ki jih promovirajo
kot “varnej$o” alternativo klasi¢nim cigaretam.
Pomanjkanje znanja o biomedicinskih uc¢inkih
polnilnih tekocin za e-cigarete predstavlja veliko
skrb za zdravje, Se posebej, ker proces segrevanja
teh tekocin vodi do njihove razgradnje in nastanka
novih, potencialno strupenih spojin (Marques in
sod. 2021). Ceprav nikotina pogosto ne uvri¢amo
med rakotvorne snovi, ampak kot glavno sestavino
tobaka, odgovorno za zasvojenost, pa je znano, da
s svojim agonisti¢nim delovanjem na nikotinske
acetilholinske receptorje (nAChR), spodbuja
proliferacijo rakavih celic, preprecuje njihovo
apoptozo in pospesuje angiogenezo, s tem pa
zasevanje rakavih celic (Friedman in sod. 2019).
Poleg tega so nekatere raziskave pokazale, da
nikotin lahko deluje genotoksi¢no in tudi na tak
nacin spodbuja nastanek tumorjev (Grando 2014,
Sanner in Grimsrud 2015).

Cedalje boljse poznavanje biologije pljuénega
raka je pripeljalo do razvoja novejSih metod
zdravljenja raka, kot je imunoterapija raka, pri
kateri spodbudimo imunski sistem pacienta, da
prepozna in uniéi celice raka preko naravnih
mehanizmov (Calles in sod. 2019, Doroshow in
sod. 2019, Riley in sod. 2019). Kljub velikemu
napredku diagnostike, genske tehnologije, opera-
cijskih postopkov ter bioloskih in kombiniranih
terapij, je stopnja prezivetja pri raku pljuc¢ za
obdobje petih let le okoli 10-20 % (Mao in sod.
2016). Velik problem pri zdravljenju raka pljué
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predstavlja neselektivno delovanje zdravil tudi na
zdrave celice in pojav rezistence na kemoterapijo.
Zaradi vloge, ki jo imajo nAChR pri razvoju in
napredovanju raka plju¢, so raziskave uporabe
antagonistov nAChR pri zdravljenju raka zelo
aktualne. Na ta nacin bi radi preprecili stimulativni
ucinek nikotina in njemu podobnih snovi za na-
stanek in napredovanje pljuénega raka (Paleari in
sod. 2009a, Mucchietto in sod. 2016, Mucchietto
in sod. 2018). Pri uporabi antagonistov nAChR pa
moramo zagotoviti, da le-ti delujejo prednostno
na rakaste celice. Le tako se lahko izognemo
razli¢nim neZeljenim stranskim u¢inkom. Uporaba
nanodelcev, kot nosilcev zdravilnih u¢inkovin,
med drugim omogoca tudi ciljano dostavo sicer
neselektivnih ué¢inkovin rakavim celicam (Cho in
sod. 2008, Wolfram in Ferrari 2019).

Nikotin in pljuéni rak

Nikotin je naravni alkaloid, ki ga najdemo v
rastlinah iz druzine razhudnikovk (zlasti v tobaku),
kjer sluzi za obrambo rastlin pred rastlinojedci, zato
so ga v preteklosti uporabljali tudi kot insekticid.
Pri uporabi tobacnih izdelkov se nikotin lahko
absorbira v organizem skozi pljucni epitel, skozi
ustne in nosne sluznice ter skozi kozo. V krvi
kadilca, ki pokadi 25 cigaret na dan, je od 0,025
do 0,444 uM nikotina (Sanner in Grimsrud 2015).

Glavni ucinki nikotina v telesu so posledica
njegovega delovanja na holinergicni sistem. Nikotin
stimulira delovanje nAChR, ki so v celicah osredn-
jega Zivénega sistema, v ganglijih avtonomnega
zivénega sistema in v parasimpati¢énem avtonom-
nem zivénem sistemu (Sanner in Grimsrud 2015).
Vezava nikotina na nAChR v mozganih aktivira
mezolimbi¢ni dopaminski sistem nagrajevanja,
ki je odgovoren za nastanek odvisnosti in pojav
odtegnitvenih simptomov (Wittenberg in sod.
2020, Picciotto in Kenny 2021).

Vloga holinergi¢nega sistema v zivéevju je
ze dolgo znana, pomembno vlogo pa ima tudi v
drugih organskih sistemih. Desetletja je veljalo, da
so nAChR prisotni le na zivénih celicah v obmocju
zivéno-misicnega stika, dokler niso odkrili, da se
izrazajo tudi v nekaterih drugih celicah, med drugim
v celicah razli¢nih oblik plju¢nega raka. Schuller
je leta 1989 prvi¢ pokazal, da nAChR sodelujejo

pri regulaciji rasti tumorjev (Schuller 1989). Eno
leto za tem sta Maneckjee in Minna dokazala tudi
vlogo nAChR v regulaciji apoptoze (Maneckjee in
Minna 1990). Sledila je demonstracija izrazanja
teh receptorjev v Stevilnih tkivih sesalcev (Wessler
in Kirkpatrick 2008), ter njihove vkljucenosti v
uravnavanje celicne proliferacije, migracije in
diferenciacije (Grando 2014). Stevilne in vitro ter
in vivo raziskave, kakor tudi asociacijske $tudije
na ravni celotnega genoma (angl. Genome-Wide
Association Studies; GWAS), so pokazale na
pomembno vlogo holinergi¢ne signalizacije
pri razvoju in napredovanju raka pljuc. Celice
pljunega raka izrazajo proteine, ki so potrebni
za privzem holina, za sintezo, transport in raz-
gradnjo acetilholina (ACh) (Friedman in sod.
2019). Izrazajo pa tudi receptorje, katerih ligand
je ACh: ionotropne nAChR in metabotropne
muskarinske acetilholinske receptorje (mAChR).
Od vseh komponent holinergi¢ne signalizacije
se je najve¢ dosedanjih raziskav povezanih z
rakom plju¢ usmerilo v preu¢evanje nAChR in z
nAChR-povezanih signalnih poti, saj je znano, da
so razli¢ni podtipi nAChR povezani s tveganjem
za razvoj in napredovanje te bolezni.

Vpliv nikotina na nAChR

Raziskave so pokazale, da ima nikotin po-
membno vlogo pri spodbujanju proliferacije celic
plju¢nega raka, pri pospesevanju angiogeneze
in zasevanju rakavih celic. Preko delovanja na
nAChR §¢iti celice raka pljuc pred celicno smrtjo
(apoptozo), ki jo povzro¢ajo kemoterapevtiki,
ionizirajoe sevanje in oksidativni stres (Friedman
in sod. 2019).

nAChR so ionotropni receptorji na celicnih
membranah. Sestavlja jih pet podenot, ki so
lahko a (izooblike 1-10), B (izooblike 1-4), vy, &
ali . Poznamo homopentamerne nAChR, npr.
a7-nAChR, ki ga sestavlja pet identicnih a7
podenot, ali pa heteropentamerne receptorje,
npr. 04B2-nAChR, ki ga sestavljata dve o4 in tri
2 podenote. Razli¢ni podtipi nAChR razli¢no
prepuscajo katione, Na*, K* ali Ca*', in regulirajo
razli¢ne procese, tudi v odvisnosti od tipa celic,
v katerih se nahajajo (Schuller 2009). Vezava
agonista, npr. fizioloskega nevrotransmiterja ACh,
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na nAChR izzove konformacijske spremembe
receptorja, te pa omogocijo tok kationov skozi
celicno membrano (Hurst in sod. 2013). Poleg
ACh, ki je endogeni agonist nAChR in deluje
kot avtokrini ali parakrini rastni dejavnik plju¢nih
epitelnih celic, kakor tudi celic raka pljué, aktivira
nAChHR tudi eksogeni nikotin in njegovi derivati
(NNK: 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-buta-
non in NNN: N¢-nitrozonornikotin), ki nastajajo
ob gorenju tobaka.

V celicah SCLC so najbolj izrazeni homo-
pentamerni o7-nAChR, ki selektivno prepuscajo
Ca?" ione (Chen in sod. 2019), v celicah NSCLC
pa poleg a7-nAChR zasledimo tudi razli¢ne he-
teropentamerne nAChR (Schuller 2009). Vstop
kationov v celico, zaradi vezave agonista na
nAChR, zmanjsa negativni potencial v notranjosti
celice, kar pomeni depolarizacijo membrane, ta
pa povzroc¢i odprtje membranskih napetostno-
-odvisnih Ca?" kanal¢kov in $e dodatnen dotok
Ca?" v celico. Dvig znotrajceli¢ne koncentracije
Ca* ionov ([ Ca*7;) sproZi razli¢ne signalne poti,
vkljucene v regulacijo celi¢ne proliferacije, apo-
ptoze, migracije in diferenciacije (SI. 1).

Za razliko od vecine celi¢nih receptorjev,
katerih izrazanje se ob kroni¢ni izpostavitvi ago-
nistu zmanj$a, se izrazanje nAChR ob kroniéni
izpostavitvi nikotinu poveca (Schuller 2009). To
poveca stimulacijo celic, tako z eksogenim niko-
tinom, kot z endogenim ACh, torej z avtokrino
in parakrino zanko (Grando 2014). Ob kroni¢ni
izpostavitvi celic nikotinu pride v centralnem ziv-
¢evju (predvsem v delu mozganov, imenovanem
nucleus accumbens) do reverzibilne desenzitizacije
04p2-nAChR, medtem ko ob¢utljivost a7-nAChR
ostane nespremenjena (Kawai in Berg 2001). Pri
kadilcih se tako poveca izrazanje bioloskih funkcij
a7-nAChR, medtem ko se izrazanje funkcij 04f32-
nAChR zmanjsa. Ker so a7-nAChR vkljuceni v
stimuliracijo celic raka, 04p2-nAChR pa tudi v
njihovo inhibicijo (Schuller 2009), se tako ustvarijo
ugodne razmere za razvoj in napredovanje rakaste
tvorbe. Pri celicah SCLC pride do povecanega
izrazanja ter do senzitizacije a7-nAChR tudi v
hipoksi¢nem okolju (Schuller 2007), kar je eden
izmed moznih vzrokov za visoko pojavnost raka
pljuc pri bolnikih s kroni¢no obstruktivno plju¢no
boleznijo (Carr in sod. 2018). Tako a7-nAChR kot
tudi 04P2-nAChR stimulirata izlo¢anje dopamina,

ki ima poleg vloge ekscitatornega zivénega pre-
nasalca v mozganih tudi stimulativen ucinek na
proliferacijo celic nekaterih oblik raka, npr. raka
prostate in raka dojke. Oba receptorja stimulirata
izlo¢anje stresnih zivénih hormonov (adrenalin,
noradrenalin), ki prispevajo k razvoju Stevilnih
vrst raka, tudi pljunega adenokarcinoma (Schuller
2009). a7-nAChR stimulira tudi izlo¢anje serotoni-
na in nevropeptida bombesina, oba rastna dejavnika
SCLC (Cattaneo in sod. 1993, Jull in sod. 2001,
Schuller 2009). a432-nAChR stimulira izlo¢anje
y-aminomaslene kisline (GABA), inhibitornega
nevrotransmiterja, ki deluje kot zaviralec adeno-
karcinoma plju¢ (Schuller in sod. 2008).

Pri celicah SCLC so signalne poti regulirane
zlasti preko a7-nAChR (Schuller 2009; Sl1. 1A).
Vezava agonista na a7-nAChR sprozi vdor Ca**
ionov v celico skozi a7-nAChR. Ta ucinek se
e ojaca s posledi¢nim odprtjem napetostno-od-
visnih Ca?" kanal¢kov. Povecana [ Ca®']; sproZzi
izloCanje avtokrinih rastnih dejavnikov serotonina
in bombesina, kot tudi dejavnikov angiogeneze
(VEGF - vaskularni endotelni rastni dejanik; in
FGF?2 - fibroblastni rastni dejavnik 2). Serotonin
in bombesin aktivirata signalno kaskado preko
protein kinaze C (PKC), serin/treonin kinaze RAF1,
z mitogenom aktiviranih protein kinaz (MAPK),
regulatorja apoptoze BCL-2 ter transkripcijskih
faktorjev FOS, JUN in MYC, kar privede do
stimulacije proliferacije in inhibicije apoptoze.
Od MAPK-odvisna fosforilacija kalpainov, s
Ca*-reguliranih proteinaz, stimulira migracijo
celic SCLC.

Pri celicah NSCLC je signalizacija povezana
tako s homopentamernimi kot heteropentamernimi
nAChHR (Schuller 2009; Sl. 1B), razen pri kadilcih,
kjer so signalne poti regulirane predvsem preko
homopentamernih a7-nAChR, saj so heteropen-
tamerni nAChR desenzitizirani. Pove¢ana [Ca*"];
sprozi sproScanje dejavnikov angiogeneze, VEGF
in FGF2. Vstop Ca*" v celico sprozi spro§¢anje
epidermalnega rastnega dejavnika, EGF, in akti-
vacijo signalne poti preko njegovega receptorja
(EGFR). a7-nAChR preko od B-arestin-odvisnega
proto-onkogena SRC, aktivirajo regulatorni pro-
tein Ras, ki okrepi signalno pot EGFR, ta pa je
ena izmed najpomembnej$ih poti regulacije rasti,
proliferacije, prezivetja in diferenciacije celic.
EGFR aktivira signalno pot Akt in njene efektorje,
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inhibitorje apoptoze (XIAP in survivin), in jedrni
faktor-kB (NF-kB).

Nedavne raziskave so pokazale, da pljucne
celice ne izrazajo nAChR le na zunanji celiéni mem-
brani (plazmalemi), ampak izrazajo funkcionalne
nAChR tudi na zunanji membrani mitohondrijev
(Friedman in sod. 2019). Izrazanje mitohondrijskih
nAChR je v celicah plju¢nega raka povecano

(Chernyavsky in sod. 2015). Aktivacija a7-nAChR
v mitohondriju prepreci odprtje prehodnih por v
mitohondrijski membrani (angl. mitochondrial
permeability transition pore; mPTP), s tem pa
sproscanje citokroma c in iniciacijo apoptoze
celice (Grando 2014, Chernyavsky in sod. 2015,
Skok in sod. 2016).

Slika 1: Signalne poti, ki jih sprozijo agonisti nAChR pri celicah drobnoceli¢nega karcinoma plju¢ (SCLC) (A)

in celicah nedrobnoceli¢nega karcinoma plju¢ (NSCLC) (B). Vezava agonista na nAChR sprozi vstop
Ca?" ionov v celico in signalno kaskado, ki vodi v pove¢ano proliferacijo in migracijo celic, zmanjsano
apoptozo celic ter v pospeseno angiogenezo. Okrajsave: AKT, AKT serin/treonin kinaza; BCL-2, B-celi¢ni
CLL/limfoma 2 regulator apoptoze; EGF, epidermalni rastni dejavnik; SRC, SRC proto-onkogen, ne-
receptorska tirozin kinaza; EGFR, receptor epidermalnega rastnega dejavnika; FGF2, fibroblastni rastni
dejavnik 2; FOS, transkripcijski faktor FOS; JUN, transkripcijski faktor JUN; MAPK, z mitogenom
aktivirane protein kinaze; mTOR, tar¢a rapamicina pri sesalcih; MYC, transkripcijski faktor MYC;
NF-«B, jedrni faktor—xB; PI3K, fosfoinozitid-3-kinaza; PKC, protein kinaza C; RAF1, Raf-1 proto-
onkogen, serin/treonin kinaza; RAS, majhna regulatorna GTPaza; VEGF, vaskularni endotelni rastni
dejanik; XIAP, X-vezani inhibitor apoptoze. Slika je povzeta po Schuller (2009).

Figure 1: Signaling pathway triggered by nAChRs agonists in small-cell lung cancer cells (SCLC) (A) and non-small-

cell lung cancer cells (NSCLC) (B). Agonist binding to nAChRs causes an Ca*" influx and signal cascade
leading to increased proliferation and migration, inhibition of apoptosis and stimulated angiogenesis.
Abbreviations: AKT, AKT serine/threonine kinase; BCL-2, B-cell lymphoma 2 apoptosis regulator; EGF,
epidermal growth factor; EGFR, epidermal growth factor receptor; FGF2, fibroblast growth factor 2;
FOS, transcription factor FOS; JUN, transcription factor JUN; MAPK, mitogen-activated protein kinase;
mTOR, mammalian target of rapamycin; MYC, transcription factor MYC; NF-kB, nuclear factor-«B;
PI3K, phosphoinositide-3-kinase; PKC, protein kinase C; RAF1, raf-1 proto-oncogene, serine/threo-
nine kinase; RAS, small regulatory GTPase; SRC, SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase;
VEGEF, vascular endothelial growth factor; XIAP, X-linked inhibitor of apoptosis. The Figure is adapted
according to original from Schuller (2009).
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Antagonisti nAChR

Antagonisti nAChR z vezavo na receptor
zmanjsajo ali celo preprecijo ucinke agonista, npr.
nikotina. Dasgupta in sod. (2006) so pokazali, da
1 uM koncentracija nikotina zavre apoptozo, ki
jo sprozi kemoterapevtik cisplatin, ta uc¢inek pa
je mogoce izniciti z uporabo heksametonijevega
bromida, antagonista nAChR (Dasgupta in sod.
2006). Antagonisti so lahko kompetitivni, kar
pomeni, da z agonisti tekmujejo za isto vezavno
mesto na receptorju, lahko pa so nekompetitivni in
se vezejo nekje drugje na receptorju ter posredno
oteZijo vezavo agonista na receptor (Hurst in sod.
2013). Vecina naravnih antagonistov nAChR je
nekompetitivnih in z vezavo na nAChR poveZzejo
sosednji receptorski podenoti med seboj, ter tako
preprecijo konformacijske spremembe receptorja,
ki so potrebne za odprtje ionske pore (Samson in
Levitt 2008). Nekateri nekompetitivni antagonisti
se pri visokih koncentracijah vezejo tudi na mesto
znotraj ionske pore in s tem fizi¢no preprecijo
prehajanje kationov (Liu in sod. 2008).

V preteklih raziskavah so se antagonisti,
predvsem kompetitivni a-bungarotoksin in njegovi
radioaktivni in fluorescen¢ni derivati, uporabljali
za oznacevanje nAChR in kot molekularno orodje
za preucevanje signalnih poti, povezanih z nA-
ChR. V veliko pomo¢ so bili tudi pri strukturnih
raziskavah, npr. za dolo¢itev aminokislinskih
ostankov v nAChR, pomembnih za selektivno
vezavo ligandov (Zhu in sod. 2020). Manj je
znanja o tem, s katerimi signalnimi potmi je po-
vezana vezava antagonistov na nAChR, to pa bi
lahko bilo klju¢nega pomena za zdravljenje raka.
Raziskave so nakazale, da bi se na ta nacin lahko
sprozila celicna apoptoza (Zovko in sod. 2013,
Berne in sod. 2018).

Vecina znanih naravnih antagonistov nAChR
so toksini, npr. rastlinska toksina metililkakonitin
in D-tubokurarin, in zivalski toksini. Slednje so
nasli v kacjih strupih, npr. triprsta nevrotoksina,
a-bungarotoksin in a-kobratoksin, ter sekretorne
fosfolipaze A,, kot vurtoksin. V strupih morskih
polzev iz rodu Conus so t.i. konotoksini in primera
dveh antagonistov nAChR sta ArIB in RglA.

Antagoniste nAChR najdemo tudi v algah. Iz
enoceli¢nih dinoflagelatnih alg so tako izolirali
fitotoksine s tako aktivnostjo, gimnodimine in
spirolide (Wintersteiner in Dutcher 1943, Jennings
in sod. 1986, Hu in sod. 2001, Haywood in sod.
2004, Whiteaker in sod. 2007, Utkin 2013, Vulfius
insod. 2014, Ren in sod. 2019). Omenjeni toksini
za zdravljenje raka niso neposredno uporabni, saj
bi zaradi preferen¢ne vezave na misi¢ne nAChR
v motori¢nih sinapsah povzro¢ili vrsto resnih ne-
zelenih (toksi¢nih) u¢inkov (Grozio in sod. 2008,
Paleari in sod. 2009a, Paleari in sod. 2009b). Manj
toksi¢ni antagonisti nAChR so zato dobrodosli.
Taki sonpr. cembranoidi, naravni diterpeni, izolira-
ni iz koral, ki so Ze pokazali protirakavo delovanje
(Ferchmin in sod. 2009). Precej raziskav poskusa z
usmerjenim spreminjanjem strukture konotoksinov
pripraviti mutante z vecjo selektivnostjo vezave
na podvrste nAChR, ki pomembno sodelujejo pri
razvoju raka (Whiteaker in sod. 2007). Iz morske
spuzve Reniera sarai so ze pred ¢asom izolirali
alkilpiridinijeve polimere (poli-APS), ki bi bili
lahko uporabni za zdravljenje raka z antagonisti
nAChR (Sep¢i¢ in sod. 1997, Turk in sod. 2007,
Turk in sod. 2008). Uspeli so tudi s pripravo
nekaterih sinteticnih analogov APS (Koss in sod.
2007, Houssen in sod. 2010) in pokazali, da je
polimerna (1,3-oktilpiridinijeva) sol, APS8 (SI.
2), mocan nekompetitivni antagonist a7-nAChR.
Delovanje a7 oblike receptorja blokira Ze pri
koncentraciji 1-3 nM, precej manj u¢inkovit pa je
na 04f32-nAChR. Dosedanje raziskave so pokazale,
da APS8 pomembno zmanjsa anti-apoptotske
ucinke nikotina na celice plju¢nega adenokarci-
noma (A549). Vezava APS8 na a7-nAChR sprozi
signalne poti, ki vodijo v apoptozo in hkrati zavre
anti-apoptotske signale (Zovko in sod. 2013). APS8
so testirali tudi in vivo na ksenograftih humanega
pljuénega adenokarcinoma na imunsko zavrtih
misih (SCID). Medtem, ko je intratumorski vnos
APSS ucinkovito zavrl rast tumorja (Berne in sod.
2018), pa je bilo zdravljenje s sistemskim intra-
venoznim vnosom manj u¢inkovito. Za nadaljnji
razvoj v smeri tarénega vnosa APS8 v rakave
celice je pomembno, da toksi¢nih u¢inkov APS8
pri miskah ni bilo opaziti (Berne in sod. 2018).
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Slika 2: Kemijska struktura polimerne razlic¢ice 1,3-oktilpiridinijeve soli (APS8).
Figure 2: Chemical structure of 1,3-octylpyridinium salt (APSS).

Kljub nekaterim spodbudnim rezultatom je
razumevanje vpliva antagonistov nAChR na celice
in signalne poti, ki jih sprozijo ob vezavinanAChR,
Se zelo omejeno. Poleg napredka v razumevanju
molekularnega mehanizma delovanja antagonistov
nAChR na celice, pa se veliko pozornosti posveca
tudi zmanjSevanju verjetnosti pojava stranskih
ucinkov zaradi delovanja na netar¢ne celice. Velik
potencial na tem podro¢ju ima uporaba nanodelcev
kot nanodostavnih sistemov.

Nanodostavni sistemi

Konvencionalni kemoterapevtiki se v telesu
porazdelijo nespecifi¢no, tako da vplivajo na
rakave kot tudi na nerakave celice (Cho in sod.
2008). Velik izziv pri zdravljenju raka je vnos
zdravilne u¢inkovine na nacin, da bi ta v zadostni
koncentraciji dosegla Zeleno lokacijo, obenem pa
ne delovala na sosedna tkiva in s tem povzrocala
nezelene stranske u¢inke. Uporaba nanodelcev za
ciljno dostavo zdravilnih uéinkovin predstavlja
obetaven pristop.

Nanodelci so vsi delci, ki imajo eno ali ved
dimenzij v velikostnem obmoc¢ju med 1 in 100
nm. Imajo posebne transportne, bioloske, opticne,
magnetne, elektronske in termicne lastnosti, dru-
gacne od tistih na molekularnem kot tudi na makro
nivoju. Z razvojem nanotehnologije se povecujejo

moznosti nacrtne priprave nanodelcev z zelenimi
lastnostmi, ki jih lahko uporabimo v medicini
za diagnostiko, spremljanje bolezni ter njihovo
zdravljenje (Murthy 2007). Nanodelce lahko upo-
rabljamo tudi kot modulatorje imunskega odziva
(Kononenko in sod. 2015). Pri zdravljenju rakavih
obolenj lahko uporabimo magnetne nanodelce, s
pomoc;jo katerih tumor uni¢ujemo s segrevanjem -
hipertermijo (Sadhukha in sod. 2013, Kononenko
in sod. 2017a). V Evropi je Ze dovoljena uporaba
zdravljenja mozganskih tumorjev z nanodelci
zelezovega oksida (NanoTherm), ki jih preko
lokalne infuzije vnesemo na obmocje tumorja
in nato izpostavimo izmeni¢nemu magnetnemu
polju, ki sprozi ablacijo tumorja s segrevanjem.
Mozna je tudi uporaba fotoreaktivnih nanodelcev,
ki pri fotodinamicni terapiji (ang. photodynamic
therapy, PDT) prenesejo svetlobno energijo na
kisik, s ¢imer nastanejo reaktivne kisikove zvrsti
(ang. reactive oxygen species, ROS), ki delujejo
fototoksi¢no za rakave celice (Lucky in sod. 2015,
Imani in sod. 2017, Kononenko in sod. 2017b).
Enega izmed najbolj obetajo¢ih produktov na-
notehnologije pri zdravljenju rakavih obolenj pa
predstavljajo nanodelci, ki jih lahko uporabimo
za ciljno dostavo ucinkovine. Z nanodostavnimi
sistemi tako odpravljamo tezavi slabe topnosti
terapevtske ucinkovine in nizke specifi¢nosti
delovanja ter posledi¢ne sistemske toksicnosti.
Za dostavo zdravil lahko uporabimo razli¢ne tipe
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nanodelcev, kot so liposomi, miceli, dendrimeri,
polimerni nanodelci, virusni nanodelci, proteinski
nanodelci, porozni nanodelci in kovinski nanodelci
(Doroudian in sod. 2021).

Velikost nanodostavnega sistema omogoca
vgradnjo ve¢ aktivnih in pomoznih komponent
v isti nanodelec (Wolfram in Ferrari 2019).
Posamezne komponente je mogoce nacrtno
oblikovati tako, da v ¢im ve¢ji meri prispevajo
k u¢inkovitosti in varnosti zdravljenja. Pomozne
komponente lahko sluzijo za izbolSanje topnosti
aktivne komponente, kot za$cita pred njeno
razgradnjo, kot pomo¢ pri kontroliranem in po-
daljSanem sprosc¢anju v tumorskem mikrookolju,
omogocajo pa tudi boljsi prodor v tkiva in Cez
bariere, izogibanje imunskemu sistemu, izbolj-
$ajo specifi¢nost delovanja, sluzijo pa lahko tudi
za oznacevanje rakavega tkiva na zajetih slikah
(Blanco in sod. 2015, Wolfram in Ferrari 2019).

Konvencionalna zdravila so pogosto manj$a
od 1 nm in ko prispejo v krvozilni sistem se lahko
porazdelijo po vec€ini tkiv v telesu, relativno neod-
visno od lokacijsko specifi¢nih lastnosti zilnega
sistema. Difuzija omogoca prodor u¢inkovine do
rakavih celic, hkrati pa prodre u¢inkovina tudi do
zdravih celic, kar omejuje koli¢ino uporabljene
doze, da se ne izzove prevec nezeljenih stranskih
ucinkov. Transport in porazdelitev sistemsko
apliciranih nanodelcev v telesu sta bolj odvisna
od lastnosti Zilja. Tako lahko pri uporabi nano-
dostavnih sistemov izkoristimo posebnosti zil, ki
oskrbujejo tumorsko tkivo (Wolfram in Ferrari
2019). Lastnosti teh zil se moc¢no razlikujejo od
zdravih Zil, saj je angiogeneza okoli hitro rastocega
tumorskega tkiva zelo hitra, kar privede do prepleta
krvnih zil s Stevilnimi nepravilnostmi endotelija
(Siemann 2011). Razli¢ne raziskave so pokazale,
da se sistemsko aplicirani nanodelci v telesu kopi-
¢ijo v tumorjih, kar se najveckrat pripisuje uc¢inku
zadrzevanja u€inkovine na mestu tumorja zaradi
pasivnega ciljanja (angl. enhanced permeability
and retention effect, EPR). U¢inek EPR je rezultat
poskodovanosti krvnih zil, ki oskrbujejo tumorje,
s tem pa njihove vecje prepustnosti za nanodelce.
Obenem je v tumorskem tkivu oslabljena limfna
drenaza, kar podaljsa zadrzevalni ¢as nanodelcev
(Wolfram in Ferrari 2019). Stopnja endocitoze je
v rakavih celicah glede na zdrave pogosto vecja,
kar lahko izkoristimo za usmerjeno internalizacijo

nanodelcev, polnih u¢inkovine, v rakave celice. To
tudi prispeva k manjsi toksi¢nosti u¢inkovine za
normalne celice (Cho in sod. 2008, Ye in sod. 2018).

Nanodelci kot nosilci omogocajo tudi vnos
zdravila na enostaven, u¢inkovit in neinvaziven
nacin skozi pljuca, kar je zlasti primerno pri
zdravljenju bolezni kot je pljucni rak (Paranjpe
in Miiller-Goymann 2014). Tako dosezemo lo-
kalno dostavo in pove¢amo uéinkovitost zdravila
na zeleni lokaciji (Shen in Minko 2020). Vnos
nanodelcev z inhalacijo (pulmonalni vnos) pred-
stavlja uéinkovito alternativo drugim nafinom
vnosa. Pljuca predstavljajo veliko povrsino za
vnos nanodelcev z zdravilom, ob katerem se le-to
ne razgradi ali biotransformira, kot bi se lahko v
prebavnem traktu oziroma v jetrih (Sadhukha in
sod. 2013). Kot nosilci zdravil za inhalacijo se
najveckrat omenjajo razli¢ni biokompatibilni in
biorazgradljivi nanodelci, kot so lipidni nanodelci
(trdni lipidni nanodelci in liposomi) in polimerni
nanodelci, sestavljeni iz polilakti¢ne kisline (PLA),
polilakti¢ne-ko-glikolne kisline (PLGA), poli-
kaprolaktona (PCL), alginata, hitozana in Zelatine
(Paranjpe in Miiller-Goymann 2014). Preucuje se
tudi uporaba anorganskih nanodelcev za inhalacijo,
ki imajo razli¢ne Zelene lastnosti (npr. magnetne,
kontrastne, radiosenzibilne lastnosti). Povzrocajo
lahko tudi stranske uc¢inke na plju¢nem tkivu
(npr. zaradi sprozitve oksidativnega stresa), ki
pa se lahko kontrolirajo preko prilagajanja ¢asa
izpostavitve in doze (Anderson in sod. 2020).

Nanodostavna zdravila so v klini¢ni uporabi
za zdravljenje raka Ze skoraj 30 let. Leta 1995
je Doxil, kemoterapevtik doksorubicin v liposo-
mu za zdravljenje Kaposijevega sarkoma, raka
jajénikov in razli¢nih oblik mieloma, postalo
prvo nanodostavno zdravilo, odobreno s strani
ameriske Uprave za hrano in zdravila (Food and
Drug Administration, FDA). Leta 2005 je FDA
odobrila $e eno zdravilo proti raku na bazi nano-
delcev — Abraxane. To vsebuje kemoterapevtik
paklitaksel, vezan na albuminske nanodelce.
Sprva je bil Abraxane odobren le za zdravljenje
raka dojke, zaradi dobrih rezultatov, pa je FDA
leta 2012 odobrila njegovo uporabo tudi za zdra-
vljenje pacientov z NSCLC. Ceprav je trenutno
odobrenih $e ve¢ nanoterapevtikov (Anselmo in
Mitragotri 2019), pa je potencial nanotehnologije
v medicini §e vedno slabo izkoris¢en.
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Zakljucek in pogled v prihodnost

Kljub vse boljsemu poznavanju patofiziolo-
gije rakavih obolenj, so te bolezni Se vedno med
glavnimi problemi in izzivi svetovnega zdravstva.
Raziskave o vlogi nikotina pri razvoju plju¢nega
raka niso pomembne le za boljSe razumevanje te
bolezni pri kadilcih, ampak tudi za boljse razume-
vanje varnosti uporabe nikotinskih izdelkov brez
tobaka, katerih uporaba se povecuje (npr. e-cigarete
in izdelki, ki se uporabljajo pri nadomestnem
zdravljenju z nikotinom).

Raziskave nAChR na celicah plju¢nega raka
nakazujejo, da ima nikotin pomembno vlogo pri
razvoju in napredovanju bolezni. Ta spoznanja so
pomembno vplivala na raziskave terapevtskega
potenciala antagonistov nAChR za prepre¢evanje
stimulativne vloge nikotina in drugih, tudi endo-
genih, agonistov nAChR pri razvoju raka.

Uporaba nanodostavnih sistemov, ki bi se-
lektivno prenesli antagoniste nAChR oziroma
kemoterapevtike do rakavih celic v pljucih, bi lahko
bistveno zmanj$ala pomanjkljivosti zdravljenja s
konvencionalnimi kemoterapevtiki, predvsem pojav
resnih stranskih uéinkov. Raziskave, ki prinasajo
nova znanja o molekularnih mehanizmih razvoja
in poteh napredovanja raka plju¢, studije o snoveh,
ki te procese zavirajo ter testiranje novih sistemov
za dostavo zdravil, so klju¢nega pomena za razvoj
novih pristopov zdravljenja te kompleksne bolezni.

Summary

Lung cancer is one of the most commonly
diagnosed cancers in the world and is responsible
for a large proportion of cancer related deaths.
Tobacco smoking is the most important etiologi-
cal factor for the development of all histological
forms of lung cancer, because many carcinogenic
chemicals are present in tobacco smoke. Nicotine is
a component of tobacco smoke that is responsible
for addiction, and although it is commonly not
considered as a carcinogen, it can trigger a number
of cancer-promoting effects. In addition to acetyl-
choline (ACh), which is an endogenous agonist of
nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) and
acts as an autocrine and paracrine growth factor
for lung epithelial cells as well as lung cancer cells,

also nicotine and its derivatives activate nAChRs.
Chronic nicotine exposure increases the expression
of different types of nAChRs in lung cells, leading
to increased stimulation of especially a7-nAChRs
by nicotine and physiological stimulation of cells
by autocrine and paracrine ACh loops. Binding of
an agonist (e.g. nicotine or ACh) to nAChRs leads
to the increased intracellular concentration of Ca**
ions and a cascade of different signaling pathways
that result in the increased cell proliferation and
migration, enhanced angiogenesis, and decreased
apoptosis. Based on the findings of the role of nA-
ChR agonists in the development and progression
of lung cancer, research has been directed toward
the use of nAChR antagonists, which prevent the
stimulatory effects of nicotine and other nAChR
agonists (including endogenous ones) and could
be useful in cancer treatment. Furthermore, it was
suggested that nAChR antagonists could induce
apoptosis in some cases. So far they were mostly
used as blocking agents for studying signalling
pathways mediated by agonist binding. However,
little is known about signalling pathways mediated
by antagonist binding themselves. Moreover, the
effects of nAChR antagonists on non-cancer cells
can cause a number of side effects. Therefore, it
is important to ensure that the antagonist acts pre-
dominantly on cancer cells, what can be achieved
by nanodelivery systems that allow targeted drug
delivery. Advances in nanotechnology are opening
new opportunities for the use of nanoparticles as
drug delivery systems in cancer cells, enabling the
development of more effective and safer drugs for
cancer treatment. The use of nanoparticles as drug
carriers provides us with the ability to protect the
drug from degradation, control and prolong drug
release, achieve better and more controlled pene-
tration of tissues and cells, incorporate multiple
different active and supplementary compounds
into the same nanoparticle, and achieve targeted
drug delivery. Research that provides new insights
into the mechanisms and pathways of lung cancer
development, explorations of compounds that
inhibit or stop these pathways, and testing of new
drug delivery systems are critical to developing
new and better approaches to treat this disease.
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